




































































































































































































































































celluloses exhibit a characteristic curve displaying peaks at 15° ,16° and 23° 2θ due to 101, 10Ī and 202 reflections, respectively 
(Stewart and Foster, 1976).  
3.4.2. CPMAS 13C NMR  
Solid state CPMAS 13C NMR has been used to obtain qualitative and quantitative data about the chemical 
structure of fossil and modern woods. This non‐destructive technique is well adapted to samples with 
restricted solubility, e.g., residual lignin, or when a physical structure such as cellulose morphology is being 
studied (Gil and Neto, 1999; Maunu, 2002). The CPMAS 13C NMR spectra of the modern and peatified 
woods are shown in Fig. 4. Major peaks include signals corresponding (Orem et al., 1996) to aliphatic (0–50 
ppm), methoxyl (57 ppm), carbohydrate (64–106ppm), aromatic (110–153 ppm), phenolic (148–160 ppm) 
and carboxyl/amide carbons (174 ppm). Peak areas for carbon atoms in these diﬀerent environments are 
shown in Table 3 as a percentage of the area representing total organic carbon. The fossil wood samples 
show many of the NMR resonance characteristics of lignin and cellulose, which are the major constituents 
of the modern wood.  
 
 Fig. 4. CPMAS 13C NMR spectra of: (a) fresh xylem from Metasequoia; (b) Florennes fossil wood and (c) Onhaye fossil wood. Spectra 
were obtained with a contact time of 2 ms. 
 
3.4.2.1. Cellulose structure. The resonances of the carbohydrate components in both modern and fossil 
woods are at 64, 67, 72, 85, 90 and 106 ppm (Gilardi et al., 1995; Maunu, 2002). The Florennes and Onhaye 
fossil samples have 13C NMR spectra dominated by a peak related to carbohydrates at 72 and 106 ppm, 
indicating that the samples are well preserved and retain much of the cellulose present in the lignocellulose 
structure. However, the samples have undergone some degradation during the peatification process, 
resulting in a slight loss of carbohydrate compared to the modern Metasequoia (Table 3). The shoulder at 
102 ppm on the signal for cellulose C‐1 and the signal for the methyl carbons of acetyl groups (20 ppm), 
assigned to hemicelluloses, are absent from the spectra of the fossil woods (Fig.4). This lack of signal is 
consistent with a loss of hemicelluloses from the wood structure.  
Table 3 Carbon distributions for modern Metasequoia and fossil 
(Florennes/Onhaye) wood from peak integration of CPMAS 13C 
NMR spectra 
 
a Cellulose, aliphatic and aromatic carbon peak areas expressed as % total 
carbon resonances.  
b Average number of methoxyl groups and oxygen substituents (aryl‐O) per 
ring calculated by integrating peaks at 56 and 148 ppm (Fig. 4), 
respectively, normalizing to total area for aromatic carbons (110–153 ppm) 
and multiplying by 6 (Bates and Hatcher, 1989).  
 
3.4.2.2. Lignin structure. Lignin in fossil gymnosperm wood shows NMR signals at 56ppm for methoxyl 
carbons and in the 110–160ppm region for aromatic structures, though in diﬀerent proportions compared 
to the modern wood.  
Compared to the lignin in modern Metasequoia, the number of methoxyl groups per ring (OCH3/ R) slightly 
decreases in the fossil wood, indicating a progressive change in the nature of lignin (Table 3). According to 
Hatcher et al. (1989b), during the early coalification of gymnosperm woods, there is indeed a progressive 
demethylation or demethoxylation of lignin, resulting in increasing proportions of catechol‐based products. 
However, demethoxylation seems not to play an important role in lignin alteration since the number of 
oxygen substituents per ring (Aryl‐O/R) does not vary significantly between modern and Florennes fossil 
woods (Table 3).  
According to Nimz et al. (1981), the resonances at 148 and 153 ppm in the aromatic region are related to 
oxygen‐substituted aromatic carbons. Specifically, the resonance at 153 ppm is due to the C‐3 and C‐4 
carbons of guaiacyl units with all β‐O‐4 linkages still intact. This resonance is shifted to 146 ppm when β‐O‐
4 linkages are hydrolysed to yield free phenols. It should also be mentioned that the resonance at 135 ppm 
results from C‐1 carbon resonances. Moreover, peaks at 115–120 and 125 ppm are related to C‐2, C‐5 or C‐
6 aromatic carbons (Bates et al., 1991).  
The decrease in relative intensity of the resonances at 153 and 148 ppm in Florennes fossil wood (Fig. 5) 
suggests that its lignin is relatively depleted in arylether linkages compared to the modern wood. On the 
other hand, the increase in the relative intensity of the signal at 146 ppm indicates the formation of free 
phenolic hydroxyl groups. Both transformations result in the formation of catechol‐like structures lacking in 
the modern gymnosperm, so this could explain the non‐reactivity of the residual lignin to the 
triethyleneglycol treatment. Even though the structural integrity of the lignin seems to be damaged, the 
decrease in the intensity of the resonance at 115–120 ppm and the emergence of a new resonance at 125 
ppm, resulting from a shift in the 120 ppm resonance (Bates and Hatcher, 1989), indicate that condensed 
guaiacylstructures were already present in the modern lignin and the percentage of alkyl bonds (C‐5 
carbons in guaiacyl units) was preserved during fossilization. The resonance at 135 ppm remains unchanged 
in the Florennes wood spectra relative to modern Metasequoia, suggesting that the C‐1 alkyl linkage has 
been retained.  
 
Fig. 5. Distribution of aromatic carbons characteristic of gymnosperm lignin for modern Metasequoia and fossil (Florennes/ 
Onhaye) wood. Percentages were calculated by integrating peak areas at 115–120, 125, 135, 146, 148 and 153 ppm and 
normalizing to total area for aromatic carbons (110–153 ppm).  
 
4. Conclusions  
The objective of the investigation was to try to explain the reasons for the exceptional preservation of 
Miocene fossil wood from the Entre‐Sambre‐et‐Meuse Belgian karsts. Indeed, fragments up to large tree 
stumps or trunks seem to have weathered the centuries without any extensive damage. This fossil wood 
has not undergone significant coalification as evidenced by the fact that it still contains relatively high 
amounts of cellulose. In contrast, most of the studies on peatified and early coalified wood have 
demonstrated that the first stage in the transformation of wood to bituminous coal involves the hydrolysis 
and loss of cellulose (Hatcher et al., 1981, 1982, 1989a,b). Our biochemical experiments have shown that 
the Florennes and Onhaye fossil woods are not biodegraded by cellulases and hemicellulases or by 
microorganisms usually involved in organic matter biodegradation under aerobic and anaerobic conditions. 
These results suggest that the biodegradation of these complex lignocellulose fossil substrates is influenced 
by their bioavailability. We show that the chemical structure of cellulose from ESEM fossil wood is quite 
similar to that of Metasequoia, the nearest modern wood species. Therefore, cellulose structure in itself 
could be discarded as a factor in explaining the diﬀerence in the extent of cellulose hydrolysis. Although 
there is some evidence that surface area negatively influences the hydrolysis rate of modern wood, it 
seems not to be a major limiting factor in fossil cellulose hydrolysis. In contrast, lignin appears to be a 
major determinant of cellulose digestion in fossil wood. Moreover, we have demonstrated that the lignin 
structure had only undergone slight chemical alteration such as demethylation, cleavage of some β‐O‐4 
linkages and alkylation of the resulting catechol‐like structures. These transformations could have 
maintained the structural integrity of the Florennes fossil wood as observed with microscopy. Therefore, 
the results imply that the bioavailability of the cellulose substrate slows as lignin modification proceeds. 
Another possible route for investigating the non‐biodegradability of cellulose in peatified wood would be to 
correlate substrate accessibility with the presence of polyphenolic compounds, such as tannins, which may 
also inhibit extensive bacterial degradation.  
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